© 




Europaische Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



(n) Nurnero de publication: 



Document AMI 
Appl.No. 09/458,297 



0 226 513 

A1 



DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 



© Numerode depot: 86402717.2 
@ Dale de depot: 08,12.86 



rsO mt a*: C 07 K 5/00 

C 07 K 7/00, A 61 K 37/64, 
G 01 N 33/569, C 12 P 21/02 



@ Priorite: 06.12.85 FR 8518155 

@ Date de publication de la demande : 
24.06.87 Bulletin 87/26 

@ Etatscontractantsdesignes: 

AT BE CH DE ES FR GB GR IT LI LU NL SB 

r'@ Demandeur: INSTrTUT PASTEUR 
25-28, rue du Docteur Roux 
F-75724 Paris Cede* 15 (FR) 

@ invent eur: AuHray, Charles 
30, rue des Moissonneurs 
F-94440 Marotles en Brle (FR) 



Montagnter, Luc 

21, rue d* Malabry 

F-92350 Le Pless Is Robinson (FR) 

Klatzmamt, David 
84, Qua* de Jemmapes 
F-75011 Paris (FR) 

Fisher, Alain 

15, passage Trubert-Bellfer 
F-750T3 Paris (FR) 

ChaiTon, Dominique 
10, rue de Reims 
F-75013 Paris (FR) 

@ Mandataire: Gutmann, Ernest el at 

S.C. Ernest Gutmann - Yves Ptasseraud 67, boulevard 

Baussmann 

F 75008 Paris (FR) 



< 

CO 

Jo 

<D 
CM 
CM 



@ Peptides capables d inhiber les Interactions entre des antlgenes et les lymphocytes T4, produfts qui en sont derives et 
lews applications. 

(g) L invention concerne un polypeptide ayant la capacite 
d inhiber I interaction du virus tenu pour resportsable du SlOA 
avec les rfeceptews T4 portes par les lymphocytes T4. Ce 
peptide est choisi parrm ceux qui sont represents parmi les 
formules generates : 

X RFDS Z 

X SDFR Z 

X- SOAR Z 

X RADS Z 

dans tesqueltes X est un atome d' hydrogens ou un groupe 
peptidique. 1 est OH ou un groupe peptidique. et les autre s 
tetlres destgnent des aminoacides specifiques (nomenclature 
de designation a une lettre des aminoacides). 
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Description 

Peptides capables dinhiber les interactions enlre des antigenes et les lymphocytes T4. produits gut en sonl 

derives et leurs applications 

^invention concerne des peptides derives des antigenes de HLA de classe It. de lantigene T4 et de 
5 proteines HIV capables dinhiber les cooperations cellulaires entre les macrophages, les lymphocytes et les 
lymphocytes B. 

^invention concerne en particulier des peptides ayant la capacite dinhiber interaction du virus tenu pour 
responsable du SIDA (syndrome dimmunodeficience acquise) avec les recepteurs 14 portes par les 
lymphocytes T4 et. plus generalement d'exercer un erfet immunomodulateur a regard des interactions entre 

W les macrophages et les rymphocytes T auxiliaires. d une part, et ces derniers et les lymphocytes B. d'autre 
part, des lors que ces interactions sont normalement mediees par des recepteurs lymphocytaires codes par 
des complexes majeurs d autohistocompatibilite de classe II (antigenes HLA de classe II chez I'homme). En 
d'autres termes, Hnvention concerne plus particulierement des peptides capables de moduler les reponses 
cellulaires mettant plus particulierement en jeu des antigenes susceptibles dinduire des reponses 

15 immunitaires normalement mediees par des antigenes HLA de classe II. par exemple du type HLA DR. 

Certains virus lymphotropes interferent avec ces reponses cellulaires, en particulier des virus tenus pour 
responsables du SIDA. 

De tels virus ont ete rsoles par plusieurs equipes. Hs ont ete designes sous des abreviations diverses : LAV. 
HTLV-III. ARV2, etc.. Ces virus, denommes ci-apres sous fabreviation la plus generate HIV (anciennement 
2Q LAV/HTLV III), possedent en effet un tropisme specifique pour les lymphocytes 14. L'acces du virus aux 
lymphocytes T4 peut cependant etre bloque in vitro, lorsque ces derniers ont au preamble ete incubes en 
presence d'anticorps monoclonaux (par exemple ceux commercialises par la firme ORTHO sous la 
designation OKT4) qui bloquent les recepteurs 14 de ces lymphocytes. C'est par reference a la capacite de 
ces anticorps monoclonaux de bloquer ces sites T4. qu'il sera fait plus particulierement reference dans ce qui 
25 suit, a laffinite des virus LAV pour les recepteurs T4 des lymphocytes 14. 

Les antigenes mettant en jeu des antigenes inducteurs de reponses immunitaires relevant des antigenes 
HLA de classe II ne sont evidemment pas fimites a ceux presents dans des virus HIV. On mentionnera. a litre 
d'exemple de ces autres antigenes les virus de la grippe (influenza). dEpstein-Barr, des rhinovirus, etc... 
L invention concerne egalement diverses applications de ces peptides et des produits qui peuvent en etre 
30 derives. Par "produits derives de ces peptides", on entend des produits reconnus immunologiquement par 
des anticorps qui reconriaissent egalement ces peptides ou. encore, des produits susceptibles d'exercer 
sensiblement les memes effets au niveau des susdites mediations cellulaires. 

-A litre d'exemples duplications de ces peptides, on peut mentionner le diagnostic, voire le traitementou la 
pr§ventiba des maladies controlees par les interactions entre les molecules HLA de classe II et Tantigene T4, 
35 parmi lesquelles les maladies induites par HIV. 

D'autres applications de ces peptides peuvent s'adresser a la detection de ceux des antigenes qui sont 
susceptibles dinduire des reactions immunitaires relevant de certaines categories d antigenes HLA de classe 
II. par exemple de HLA-DR. 

D'autres applications de ces peptides s adressent. en variante, et lorsque le type d'antigene HLA 
40 susceptible de medier les reactions immunitaires induites par un antigene determine, a leur utilisation dans 
des tests visant a etudier in vitro I'effet immunomodulateur de substances a (etude. 

L'invention decoule de rhypothese initiate faite par les inventeurs qiie Tint ection des lymphocytes 14 par les 
virus LAV et te pouvoir pathogene de ces demiers tenaient a leur capacite dlnterferer avec des sequences 
peptkiiques concernees appartenant aux antigenes regulant les capacit6s de reconnaissance par ces 
45 lymphocytes de cellules porteuses de ces antigenes viraux. lorsque ceuxci leur sont presentes par les 
macrophages, par Tintermediaire des recepteurs lymphocytaires appropries. Parmi ces antigenes, on 
mentionnera plus particulierement ceux qui sont constrtues par des complexes majeurs d'auto-histocompati- 
bilite. connus sous l expression anglaise "self major histocompatibility complexes' et Tabreviation 
correspondante MHC, qui sera souvent utiHsee dans ce qui suit. Les antigenes codes par le MHC sont appeles 
50 HLA chez Thomme. 

Les fonctions des divers types de lymphocytes T4 ou T8 impliquent des interactions avec les molecules 
codees par le systeme MHC de classe II pour les T4 et de classe I pour les T8. 

Leurs interactions respectives paraissent mediees par des molecules auxfiaires, parmi lesquelles des 
antigenes de differentiation T-ceOulaires (notamment antigenes T4 et T8) et des molecules qui ont ete decrites 
55 comme facteurs potentiels d'adhesion aux cellules. Pour plus de details, on peut se reporter aux publications 
de (11). (12) et (13) identifiees a la fin de la presente description. 

Les recherches qui ont abouti a la presente invention ont ete fondees sur la recherche de sequences 
peptidiques qui pourraient etre tenues pour responsables des capacites d'adhesion mutueBe. d'une part des 
fymphocytes T4 et, d'autre part, soit des antigenes MHC de classe II qui sont susceptibles de les reconnaitre. 
60 soit des virus LAV, dont on presuppose qu^Hs pourraient 'mimer" Taction desdits antigenes vis-a-vis desdits 
rymphocytes. 

Ces hypotheses ayant ete posees. les inventeurs ont mis en evidence Texistence de sequences peptidiques 
communes aux chaines a de nombreux antigenes MHC de classe I aux chaines p des antigenes de classe II et 
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a une proteine codable par Tune des regions de lecture ouverte que Pon retrouve dans les genomes des 
differentes especes de touches LAV qui ont ete tsotees. La mise en evidence de cette sequence commune, 
consistant en une sequence tetrapeptidique Arg-Phe-Asp-ser est d'autant plus remarquabfe qu'elle se trouve 
dans la seute region d'homologie connue a ce jour dans nombres des antigenes des classes \ et II dont les 
sequences potypeptidiques partielles ou totales ont ete anaJysees (18) et (19). s 

Dans ce qui suit, on (era souvent appet a la nomenclature officielle relative aux designations des 
aminoacides naturels par une lettre unique, nomenclature que Ton rappelle ci-dessous. 

M methionine 

L leucine 

I isoteucine 10 

V valine 

F phenylalanine 
S serine 
P proline 

T threonine 15 
A alanine 

Y tyrosine 
H histidine 
O glutamtne 

N asparagine 20 
K lysine 

D acide aspartique 
E acide glutaminique 
C cysteine 

W tryptophane 25 
R argintne 
G glycine 

En consequence la sequence tetrapeptidique Arg-Phe-Asp-Ser est designee dans fa nomenclature susdite 
par RFDS. 

Les sequences tetrapeptidiques codables par le genome de LAV sont correlables a une phase de lecture 30 
ouverte presente dans la partie d'extremite 3' qui cnevauche la w r6gion de repetition longue" (de 1'anglais 
'long terminal repeat") dans la region U3 du genome (20). U a deja ete suggere que parmi les proteines codees 
par la phase de lecture ouverte de la region d extremite 3', II pouvatt y en avoir une qui, soit consisterait en un 
regulateur de transcription (21), soit interviendrait dans la cytotoxicity & regard des cellules T (20). En 
particulier une proteine F (p27) a ete mise en evidence par Allan el al dans Science. 15 novembre 1985, 230; 35 
p. 813. Cette proteine F contient la sequence RFDS. 
. Plus particufierement encore, on observe un dipeptide commun EL situe dans la meme region d'homologie 
. dans de nombreux antigenes de classe U et dans la sequence peptidique codable concemee des virus LAV, et 
a la meme distance (9 residus aminoacide les separent) de la sequence tetrapeptidique precedence du cote de 
Textremite Oterminale de.celJe-ci, tant dans les antigenes de classe II que dans lesdrtes sequences codables 40 
du genome de LAV. Ce dipeptide est inexistant dans les regions d'homologie correspondantes des antigenes 
de classe L 

De meme, on observe frequemment, du cote de I'extremite N-termtnale du tetrapeptide une sequence 
dipeptidique (RE) commune entre la susdite region d'homologie des antigenes de classe II et le polypeptide 
codable correspondant du genome des virus LAV, si ce n est que dans la susdite region d'homologie, cette 45 
sequence dipeptidique est separee de la sequence RFDS par 3 residus aminoacide et dans le polypeptide 
codable du virus par 4 residus aminoacide. Une sequence dipeptidique SL est egalement presente. Elle est 
separee de RFDS par 13 acides amines. Cette sequence pourrait jouer un role dans la fixation du virus HIV ou 
de la proteine F sur la proteine T4. 

Les resultats des observations qui ont ete faites resultent du tableau ci-apres dans lequel ont ete 50 
rapportees les parties des sequences peptidtques en cause, contenues dans les polypeptides initiafement 
etudies ou sequences et appartenant aux antigenes des classes I et II decrites dans les publications (19), (26), 
(27), (28), (29), (30) et (31) ou codables par des regions de lecture ouverte des ADNs correspondants de 
differents types de virus LAV (20), (21). (22) et (23) dans lesquelles les 

55 
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TABLEAU 



10 



15 



Classe I 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 




Classe II 



I AVI a 

HTLVIII 

ARY2 



60 



SLHGMDDPE 
SLHGHDDPE 
SLH6HE0AE 
SLHGHDDPE 

170 



180 



190 



sequences peptidiques communes ont ete amenes en regard mutuel. 
65 Dans la partte gauche du tableau sont indtques les antigenes don! tes sequences peptidiques montrees 



4 



022$ 513 



sont redtquees, Les sequences peptidiques communes sont encadrees. 

Ces observations sont a la base de Hnvention. iaqueHe a, a son tour, confirme ta vatidite des hypotheses 
initiatement posees. La synthese de peptides contenant de teBes sequences a confirme la vatidite de 
fhypothese intitialement faite. Des peptides contenant ta sequence RFDS se sont reveles capabtes d'adherer 
aux lymphocytes T4 et a prevenir ('adhesion du virus LAV sur tes lymphocytes ainsi modifies. Ces peptides se 5 
sont ainsi reveles comme constituent run des determinants intervenant dans )a reconnaissance mutuelle des 
lymphocytes et soit des susdits antigenes, soit des virus LAV, d'ou ('expression *peptid adhesiotope* qui 
sera utilisee dans ce qui suit. 

A Hnstar de ce qui a ete observe dans d'autres systemes qui ont ete decrits, par exemple cetui qui a conduit 
a la determination du site de reconnaissance de nombreuses cellules eucaryotes par la tibronectine (1), (2) el 10 
(3) (site qui s'est trouve etre localise dans une sequence RGDS), on a constate que dans le cas de I'invention, 
le peptide RFDS pouvait §tre remplace par un peptide ayant une sequence inversee (*forme miroir"), 
c *est-£-dire te peptide SDFR. 

Dans ta mesure ou le site RFDS est porte par le virus LAV ou par les antigenes MHC specifiques des 
lymphocytes T4 (ou d'autres lymphocytes, tels que les lymphocytes T8) , il en decoulait aussi ta possibility que 15 
les molecules T4 des lymphocytes eux-memes devaient comporter des sequences peptidiques definissant les 
sites susceptibles d'intervenir dans la reconnaissance mutuelle susdrte. L'invention devait ainsi permettre de 
reconnaitre que cette sequence devait normalement etre formee par Tun des peptides RADS ou SDAR, en 
ratson de teur configuration spatiale et des charges portees par certains de leurs residus aminoackte (charges 
complementaires de celles des residus charges de RFDS ou SDFR). 20 

Les conditions qui precedent peuvent etre illustrees par le schema suivant : 



MHC .RFDS">...>. 

25 

. ..SOAR . . . T4 30 

L'fovention concerne done plus paiiiculierement tout peptide contenant au moins une sequence 
tetrapeptidique choisie parmi RFDS, SDFR, RADS qui constitue un srte present dans la molecule f, ou SDAR, 
ce peptide preseritant une configuration telle que la sequence tetrapeptidique soit exposee dans des 35 
conditions lui permettant dinteragir avec un recepteur cellutaire, tenu de conserver ses proprietes 
d'adhesiotope. 

A cet egard on remarquera que ta glycoproteine d'enveloppe des LAV contient egalement une sequence 
tetrapeptidique SDAR (dans ARV 2) ou SOAK (dans LAV, LV, HTLV III), 

D'une facon generate, les peptides seloh ('invention peuvent etre choisis parmi ceux qui sont represent6s 40 
par les formules generates : 



X 


RFDS 


2 (I) 


X 


SDFR 


— z (») 


X 


SDAR 


2 (III) 


X 


R A DS 


Z (IV) 


X 


— SOAK'- 


2 (V) 



dans tesqueiles X est un atorne d'hydrogene ou un groupe peptidique avec une extremite N-terminale et Z est 
un groupe OH ou un peptide ayant une extremite C-terminale. ces peptides X et Z ne contrevenant pas, 
lorsqulls sont eux-memes constitues par des sequences peptidiques, a la necessite rappefee plus haut 
d'autoriser ('exposition de la sequence tetrapeptidique. 50 

Des peptides preferes sefon ('invention sont constitues par les tetrapeptides eux-memes. Des peptides 
plus actifs sont ceux qui contiennent dans une meme structure Tun des tetrapeptides sus-indiques. Des 
peptides intermediates preferes sont ceux qui sont constitues par des acides amines n'influencant pas la 
morphologie d'ensemble du peptide total, par exemple une chaine comprenant de 2 a 10 residus alanine. 

D'une facon generate, le choix des groupes peptidiques pouvant etre associes aux sequences 55 
tetrapeptidiques selon ('invention (ou dont ('utilisation devrait etre evitee) peut etre guide par ('utilisation de 
programmes permettant la moderation des configurations des polypeptides susceptibles d'etre obtenus au 
terme de ('assemblage de series predetermines d'aminoacides. De tels programmes ont notamment ete 
decrits par (14). (15) et (16). 

D'autres peptides preferes conf ormes a ('invention sont ceux qui peuvent §tre representes par tes formules 60 
suivantes (dans lesqueRes chaque tiret represente un residu d'aminoacide) : 



65 
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X — — R F D S EL — 2 

X RE — - R F D S r- Z 

5 X RE — R F D S ~ EL Z 

dans lesQuelles X et Z ont les significations sus-tndiquees. 

Des peptides particulierement preferes contiennent des sequences polypeptidiques choisies parmi : 
10 REVLE WRFDS RLAFHHVAREL (IX) 
REVLEWRFDSKLAFHHVAREL (X) 
REVLEWRFDSKLAFHHMAREL (XI) 

respectivement issues des sequences codables contenues dans les genomes de LAV 1a. HTLV ill. ARV2 et LV 
rappelees dans le tableau. Les elements de sequence soulignes correspondent aux sequences davantage 

15 specifiques qui ont ete defmies plus haul. 

D'une fapon generate, le nombre total de restdus d'acides amines contenus dans les sequences 
peptidiques selon ('invention n'est pas determinant. II sera essentiellement limite par des raisons d'ordre 
pratique, pour ce qui est de la synthese chimique. Normalement le nombre total d'acides amines ne depassera 
pas 50. Avantageusement, it est inferieur a 30. voire meme a 20. 

20 La capacite des peptides adhesiotopes selon (invention d'inhiber Tadhesion d'un virus LAV a des 
lymphocytes T4 peut dtre apprectee. notamment par la diminution, voire la suppression de la fixation du LAV 
au recepteur membranaire des lymphocytes T4 apres que, sort les lymphocytes (dans le cas de peptides 
contenant RFDS ou SDFR). sort les virus (dans le cas des peptides contenant SDAR ou RADS) aient ete 
preincubes avec ces peptides. 

25 A cet effet on peut utifiser le virus LAV marque, par exemple couple a la fluoresceine isothiocyanate (LAV 
FiTC). La propriete adhesiotope du peptide etudie s'apprecie alors par la reduction ou meme la disparitton 
totale de lymphocytes retenant le virus marque, apres separation eventuelle de Texcedent de virus marque 
non fixe sur les lymphocytes. 
On peut naturellement avoir recours a toute autre methode appropriee pour la mesure du pouvoir 

30 adhesiotope des peptides a I'etude. 

II ya naturellement de soi que certains des aminoacides, dans les structures envisagees peuvent 6tre 
remplacees par d'autres. Eventuellement dans la sequence RFDS, le residu F peut etre remplac£ par un residu 
Y. D une fapon generate, on peut avoir recours a toute substitution d'aminoacide par un autre aminoacide 
isosterique. 

35 Les peptides selon. Tinventionsoht utilisables comme reactifs, par exemple pour detecter dans un fluide 
biologique. tel que le serum d'un malade, des anticorps diriges contre les proteines du virus HIV diriges contre 
la region de la proteine contenant la sequence RFDS ou contre la region contenant la sequence SDAR (ou 
SDAK) de Tenveloppe du virus, 
^invention concerne plus particulierement ces peptides en tant qu its peuvent etre utilises pour la 

40 fabrication d'anticorps monoclonaux ou polyclonaux susceptibles. de les reconnartre specifiquement. Ces 
peptides peuvent etre modififes par rhomme du metier pour quits puissent se fixer sur le site de fixation du 
LAV sur des cellules T4 sans interferer avec I'act'rvite de la proteine T4 avec le systeme HLA. Ces peptides 
peuvent etre utilises dans des kits de diagnostic pour la recherche d'anticorps anti-HJV dans le serum des 
malades. lis peuvent aussi etre utilises pour la detection de proteines virales dans le serum des malades et 

45 aussi a des fins therapeutiques par administration a des malades dans le but d'empecher la dissemination de 
Tinfection a de nouvelles cellules ou a des personnes non encore atteintes et ce a des fins preventives, pour 
empecher I'lnfection.. 

Linvention concerne encore les regions intermediates entre les sites RFDS et EL, d une part, et RE, d'autre 
part, dans les genomes des differentes formes de virus LAV qui ont ete isoles. 
50 Ces regions sont caracterisees par un grand degre de conservation. II s'agit plus particulierement des 
regions 
VLEW 

RLAFHHVAR 
KLAFHHVAR 
55 RLAFHHMAR. 

Linvention concerne aussi rapplication de ces derniers types de peptides, aux memes fins que celles qui 
ont §te indiquees pour les precedents peptides, lis peuvent le cas echeant etre utilises directement pour sa 
fabrication d'anticorps monoclonaux ou polyclonaux, ceux-ci etant alors aptes a se fixer sur les proteines T4, 
in vitro ou in vivo sans interferer avec Tactivite de la proteine T4 avec le systeme HLA. 

60 L invention concerne encore les compositions immunogenes qui peuvent etre preparees en mettant en jeu 
les peptides selon l invention. le cas echeant amenes sous les formes appropriees a la manifestation in vivo de 
cette immunogenicite. d'une part, et la production d'anticorps. de preference morK>cIonaux7~plus 
specifiquement diriges vers les sites specifiques de ces peptides. Par "sites specifiques*. on entend plus 
particulierement ceux qui ont ete indiques dans ce qui precede, en l occurrence tant les sites RFDS, SDFR, 

65 SDAR. RADS. EL ou. d'ailleurs egalement, LE. RE ou ER (EL et ER faisant egalement partie de rinvention), que 
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les sites intermediates entre ces groupes peptidiques el plus speciftquement les peptides intermediaires 
entre RFDS et EL. d'une part, RFDS et RE, d'autre part, dans les genomes des virus LAV concernes. 

II a de plus ete constate que la sequence RFDS constitue apparemment le site de reconnaissance utilisable 
par d'autres types d virus a regard des cellul s qu'ils sont capables dlnf ecter. Tel est par exemple le cas du 
rhinovirus HRV14. dont la proteine VP1 contlent egalement la sequence RFDS. La rneme generalisation peut 5 
se faire au niveau d'autres virus, par exemple le virus d' Epstein- Barr, dont una gtycoproteine contient 
I'adhesiotope RADS. 

D'autres peptides preferes selon ( invention sont caracterises par la formule sufvante : 
X- JBFDSD 2 (X») 

dans laqueDe X et Z ont les significations sus-indiquees et J est A, V ou L, ces peptides comportant de 6 a 20, 10 
voire 30 residus aminoacyte. 

Des hexapeptides preferes appartenant a cette categorie de peptides presentent la formule : 
H 2 N-VRFDSD-OH (XIII) 

ou la formule H 2 N LRFDSD OH (XIV) 

Un heptapeptide prefere appartenant a cette categorie presente la formule : t$ 
H 2 N-LRFDSDL-OH (XV) 

(ci-apres encore designee par la formule LRFDSDL ou par rabreviation "DR-7"). 

A cet heptapeptide correspond une sequence contenue dans le domaine £1 de molecules HLA-DR de 
classe 2. 

D'autres peptides preferes conformes a I'invention sont caracterises par la formule : 20 

X EEBJRFDSDVGE Z (XVI) 

dans laquelle : 

X et Y ont les significations sus-indiquees, 

B esfchoisi parmi Y, S, D, F ou N, plus particulierement Y ou D, et 

J est choisi parmi A. V, L et avec F pouvant eventuellemerit etre remplace par Y. 25 

Des peptides preferes appartenant a cette categorie de peptides sont constitues par des dodecapeptides 
de formule : 

H2N-EEBJRFDSDVGE-OH (XVII) 
et plus particulierement : 

Hz-EEYDRFDSDVGE-OH (XVIII) 30 
(qu encore designe ci-apres par la formule EEYDRFDSDVGE ou par la designation *DR12*). 

D une facon generate, ('invention concerne tout peptide du meme type susceptible d'avoir une sequence 
essentieflement sembjable, telle que susceptible d'etre presente dans d'autres molecules HLA DR non 
identifies dans le tableau presente a la fin de cette description. 

Parmi ces peptides on mentionnera encore plus particulierement ceux de formule : 35 
X— — — EEBJRFDSDVGEURAVTEL— Y (XIX) 

dans laquelle X et Y ont les significations sus-indiquees et U est Y, F ou H. 

Dans tous les peptides qui viennent d'etre identifies, il sera natureJIement remarque que les groupes X et Y 
(des lors qu'ils sont differents de H 2 N- et -OH respectrvement) doivent etre tels qu'ils ne modrfient pas tes 
quatrtes adhesiotopes de la sequence RFDS (ou RYDS) efle-mdme. 40 

Comme precedemment evoque, les peptides susindiques peuvent 6tre remptaces par ceux qui leur 
correspondent et dans les antigenes T4 des lymphocytes auxiliaires, les sequences etant presumees 
intervenir dans la reconnaissance mutuelle des HLA-DR et des lymphocytes T4. A titre d'exemple de tels 
peptides, on mentionnera celui de formule : 

DRADSKL (XX) 45 
(ci-apres designe par T4-7"). Ces sequences contenues dans les antigenes T4 sont celles qui sont 
presumees (ce qui a d'ailleurs ete verifie) intervenir dans les reactions de reconnaissance mutuelle des 
antigenes HLA (en ('occurrence des molecules HLA-DR dans fexemple considers) et des lymphocytes T4. A 
titre d'exemples de tels peptides, on mentionnera : 

- celui de formule : 50 
DRADSKL (XX) 

(ci-apres designe par rabreviation "T4-7"), ce peptide cbrrespondant au peptide "DR-7* susdit, ou 

- celui de formule : 
KLNDRADSRRSL |XXI) 

(ci-apres designe par rabreviation T4-12"). ce dernier peptide correspondant alors au peptide "DR- 12". 55 

L'irivention concerne done egalement. et de facon plus generate, des peptides contenant la sequence 
RADS et. entourant celle-ci. des sequences peptidiques n'tnterferant pas avec la capacrte de la sequence 
RADS a etre reconnue par des molecules HLA humaines. plus particulierement HLA-DR. 

L 'invention concerne encore plus particulierement parmi tes peptides precedents ceux qui sont capabtes 
d exercer i'effet immunomodulateur dont il a ete question dans le preambule de cette description, plus 60 
parttcutierement a regard ds antigenes generalement susceptibles d'induire in vivo des reponses 
immunitaires mediees par des antigenes HLA de classe II. notamment HLA-DR. 

A cet egard. il a ete constate que des peptides conformes a I'invention, notamment les peptides de formules 
XIII. XIV. XVIIL XX et XXL etaient capables comme les anticorps monoclonaux specif iques des molecules 
HLA-DR. et T4. respectrvement. d inhiber in vrfro les interactions entr les macrophages et les lymphocytes 65 
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auxffiaires {lymphocytes T4). d une part, et entre les lymphocytes T4 et les lymphocytes B, d'autre part. Les 
proprietes inhtbitrices de ces peptides ont ete mises en evidence sort individuellement, sort dans des essais 
de synergie dlnhibition realises in vitro dans uh systeme experimental tout a fait analogue a cetui decrit par A. 
FISHER et aL Eur. J. Immunol. < 1986), 16:1111-11 16. visant a etudier les reponses immunes in vitro de ces 
lymphocytes a regard du meme virus de la grippe, si ce n est que ces essais ont ete realises avec des doses 
sur>inhibitrices de peptides complementaires Funde Fautre (EEYVRFDSDVGE et KLNDRADSRRSL). en lieu 
et place des doses sub-inhibitrices d'anticorps anti-HLA-DR et anti-T4 respectivement qui avaient ete mises 
en oeuvre dans ces essais de synergie dinhibition par FISHER et al. 

Oh rappellera en effet que. dans ce systeme. Fincubation jn vitro, d une part, de lymphocytes T auxiliaires 
avec un anticorps anti-T4 en concentration infra inhibitrice. et. d autre part, de lymphocytes B avec un 
anticorps anti-HLA-DR en concentration inf ra-inhibitrice. provoque une inhibition puissante de la production 
d'anticorps. 

» a ainsi ete mis en evidence que le peptide EEYVRFDSDVGE (DR-12) analogue de molecules HLA de 
classe II DR (strictement des molecules murines lA*) inhibe de facon tres significative et reproductible la 
proliferation specifique du virus influenza des lymphocytes T ainsi que la production d'anticorps contre ce 
virus a des concentrations de Fordre de 10 micro-molaires. Cette inhibition est faible sous Feffet du peptide 
RFDS seul. Des resultats intermediaires sont obtenus avec des peptides contenant la sequence RFDS 
entouree d'acides amines, de ceux qui, dans les molecules HLA de classe II, entourent la sequence RFDS. 
C'est ce que Ton a notamment observe avec le peptide "DR-7*\ 

Un peptide de 12 acides amines contenant la sequence RADS, en particulier le peptide KLNDR ADSR RSL a 
une actrvrte inhibitrice moderee mais significative. 

L'effet inhibrteur de ces peptides, analogues de la molecule HLA de classe II se sont reveles tout a fart 
paralleles a ceux que Ton peut obtenir a Taide d'anticorps monoctonaux diriges contre la molecule T4. Ainsi un 
clone de lymphocytes T specifique du virus influenza dont la proliferation induite par Fantigene est resistante a 
('inhibition par des anticorps-anti T4 est egalement resistante a I'inhibition par les susdits peptides analogues, 
alors que Feffet auxiliaire (activation des lymphocytes B) de ce meme clone est sensible aussi bien aux 
anticorps anti T4 qu'a ces peptides, analogues de DR. 

Un argument supplemental en faveur d'une interaction reelle entre RFDS et RADS result e d'experiences 
demontrant une synergie d'inhibition par ces peptides des interactions cellulalres. 

On observe, dans les conditions experimentales decrites par FISHER et al, une inhibition importante de la 
proliferation ou de la production d'anticorps specifiques du virus influenza, lorsque des lymphocytes T. apres 
avoir ete pre^incubes avec des concentrations infra-inhibitrices du EEYVRFDSDVGE, ont ete mis en contact, 
soit avec des monocytes, soit avec des rymphocytes B, qui avaient egalement ete pre-incubes avec des 
concentrations infra-inhibitrices du peptide analogue de T4 KLNDRADSRRSL L effet de synergie ainsi 
observe n'est pas obtenu eh utilisant d'autres peptides ou eventuellement d'autres anticorps sans rapport 
avec les molecules T4 et classe II. 

La validite de ces resultats est confirmee par le fait que les peptides utilises n*ont pas d effet cytotoxique sur 
les cellules employees, lis n'inhibent pas des tests fonctionnels des rymphocytes T nlmpliquant pas les 
molecules HLA de classe II. D'autre part; eh pre-incubant les peptrdes avec des anticorps anti-peptides 
sp§crfiques, on peut bloquer Feffet inhibrteur du au peptide. 

Cependant. les sequences adjacentes a la structure preservee RFDS, mais qui varient entre molecules HLA 
DR. DQ et DP, pourraient avoir un r6le dans I'etablissernent d'une structure tertiaire indispensable a 
Finteraction avec les molecules T4. En effet les peptides analogues de HLA DR n'ont pas d'effet inhibrteur. 

Les peptides selon nnvention peuvent etre prepares par les techniques classiques, dans le domaine de la 
synthese des peptides. Cette synthese peut etre realisee en solution homogene ou en phase soDde. 

Par exemple on aura recours a la technique de synthese en solution homogene decrite par HOUBEMWEYL 
dans Fouvrage intrtule "Methode der Organischen Chemie*' (Methode de la chimie organique) 6dit6 par E 
WUNSCH, vol. 15-1 et II. THIEME. Stuttgart 1974. 

Cette methode de synthese consist e a condenser successrvement deux a deux les aminoacyles successif s 
dans Fordre requis, ou a condenser des aminoacyles et des fragments prealablement formes et contenant 
deja plusieurs residus aminoacyles dans Fordre approprie, ou encore plusreurs fragments prealablement ainsi 
prepares, etant entendu que Fon aura eu soin de proteger au prfealable toutes les fonctions reactfves portees 
par ces aminoacyles ou fragments, a ('exception des fonctions amine de Tun et carboxyle de Fautre ou vice 
versa, qui dorvent normalement intervenir dans la formation des liaisons peptidiques, notamment apres 
activation de la fonction carboxyle. selon les methodes bien connues dans la synthese des peptides. En 
variante. on pourra avoir recours a des reactions de couplage mettant en jeu des reactifs de couplage 
classique. du type carbodiimtde, tels que par exemple la l-ethyt-a-ia-dim^thyl-amir^opropylJ^arbodiimkJe. 
Lorque Faminoacyle mis en oeuvre possede une fonction acide supplementaire (notamment dans le cas de 
Facide glutamique). ces fonctions seront par exemple protegees par des groupes t-butyiester. 

Dans le cas de la synthese progressive, acide amine par acide amine, la synthese debute de preference par 
la condensation de Faminoacide C-terminal avec Faminoacide qui correspond a raminoacyle voisin dans la 
sequence desiree et ainsi de suite, de proche en proche. jusqu'a I'acide amine N-terminaL Selon une autre 
technique preferee de ^'invention, on a recours a celle decrite par R.D. MERRIFIELD dans t'article intitule 
"Solid phase peptide synthesis' (J. Am. Chem. Soc.. 45, 2149-2154). 

Pour fabriquer une chaine peptidique selon le procede de MERRIFIELD, on a recours a une resine polymere 
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Sr^f1^r UeBe ^ n *" fe aminoacide C-terminaJde ta chaine. Cet aminoadde est fixe sur la 

fon^^ 0" — >e groupe protectee d h 

tssire: a? z&xzzar' ■ - - ' 

■ On couple ensurte le deuxieme aminoacide qui fournit le second aminoacyle de la seouence recherche 4 
partir du res.du ammoacyle C-terminal sur la fonction amine deprotegee du premier SacWe r^^lf , ' I 
sur la chafne. De preference, la fonction carboxyle de ce deuxiLe Lin<*M^t[^?n r C ' teTm T f ** 6 
d^dphexylcarbodiimide. e, la ,onc«on amine'est protegee, pi ^^11^^^^ " 
On obtient a,ns, la premiere partie de la chaine peptidique recherchee qui cc^Dorte^u^Z^!- . 

EtEZSSZ V^SJSST ammoac * e - dans tes condi,k>ns anato9Ues * ceBes * 

On fixe amsi. tes uns apres les autres. les acides amines qui vont constituer la chaine npntHi™,^. . W 
di^,« e ^- ,0,a '-!f de ' a ChaIne ****** d6sir6 * est formee. onelimine les groupes protectees des 

fS^SSSlS^ chafne ***** 61 on d6tache te peptide d * b a, 

Linvention concerhe egalement les oligomeres hydrosolubles des Demides rt«nomir.c ... ■ ^ * '' 
L-oligomerisation peut provoquer un accroissenWde XIELEJS^ 
I Wtion. Sar« quVne telle indication chiffree pu^^ 

neanmoins que ces oligomeres peuven, eventuefemen, ^^ f^Z^^^™"™™ x 
les uTaT^ 

u«rd=^S^ : 

ou porymere ohtenant le nompre de motifs monomeres requis pour iSsitfon de nSS^S^, ST- * 
C6 fe r»in?!'- er, L aWir recour ^ 4 d autres methodes d oligomerisation ou de couplage par exemote a 

L'invention concerne encore les conjugues obtenus par couplage covalent des peptides selon i Won™ *° 
portfe par te molecule porteuse et te peptide. Des exernplesdegroupementsapp^ 

rovalbumine. des serums albumines. des hernocyantoes TZ ,ana,0 * ,n * « 6ta ™0«*. 

I^SJlBSSaSK^ Syntb6,iq ° eS ' °° men,fonnera exem P ,e d " Po^ines ou des 

La litterature mentionne d'autres types de supports macromoleculaires susceotibles detre „«h«a« * 
lesquels presentent en general un poids moleculaire superieur a 20000 SUSCep,,Wes d 6,re Mis6s - 

Pour synthetiser les conjugues selon l invention. on peut avoir recours a' des orocfetf «* ^n.« 
que ceM decrit par FRANTZ et ROBERTSON dans -|n£t. and i™uX £ ,K H^T. ZT^ 
dans -Applied and Environmental Microbiology- octobre 1981 vol 42 Z ' ^^S* d6crrt 

utHisant le peptide el la molecule porteuseTppSe ' 4, S1 1-614 par P.E. KAUFFMAN en 55 

couplage en presence d un agent de couplage du genre de ceux utilises dans ta synthese des protefnes. par es 
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exerriple le 1^thyl-3-(3-dimethylaminopropylH3rbodiimicte/te N-bydroxybenzotriazol , etc. On peut encore 
avoir recours a (a glutaratdehyde,; notarnment lorqu'B s'agit de relief entre eux des groupes amines 
respectivement portes par le peptide et la molecule support. 
Des caracteristiques supplementaires de ("invention apparaftront encore au cours de la description qui suit 
5 des conditions dans lesquelles des peptides preferes de (Invention ont ete obtenus. 

EXEMPLE 1 : 

Synthese du Arg-Phe~Asp-Ser-Ala-Ala-Arg-Phe'Asp-Ser 
10 Pour preparer ce peptide, on a recours a la synthese peptidique mentionnee ci-dessus et on precede 
comme suit ou de facon equivalente. 
Les abreviations utilisees dans le cadre de cette synthese ont la signification suivante : 
BOC : t-butyloxycarbonyle 
Asp : acide aspartique 
15 Ala : alanine 
Arg : arginine 
Ser r serine 
Phe : phenylalanine. 

On utilise comme aminoacides des N-alpha-amtnoacides proteges uniquement avec le groupe 
20 t-butyloxycarbonyle (BOC), 

Les groupes fonctionnels lateraux sont proteges comme suit : 
Arg est protege par le groupe tosyle. 
Asp est protege par le groupe cyclohexyle, 
Ser est protege par le groupe benzyle. 
25 On distille CH2CI2 a partir de Na2C03 anhydre avant utilisation. 

II est avantageux d'utifiser un support de resine constitue par un copolymere chtoromethyle de styrene et de 
drvinylbenzene a t % (commerciafise par les Laboraloires BIORAD). 

La N-alplia-t-butyloxycarbonyl-O-benzyl-serine est de preference esterifiee sous forme de son sel de 
cesium (GISIN B,F. (1973) Helv. Chim. Acta 5§ r 1476). 
30 La synthese est effectuee dans un synthetiseur automatique du type de celui commerciafise par BECKMAN 
sous, la designation 990 B. : 

Chacun des acides amines entrant dans la constitution du peptide selon rinvention est fixe a la chaine 
peptidique deja formee comme ilest indique ci-apres. 

a) On lave trois fois la resine pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene pour la mettre 
35 en suspension. 

b) On lave ensuite une fois pendant environ trois minutes avec de I'acide trifluoroacetique a 40 ^ pour 
impregner la resine. 

c) On relave une fois pendant environ 30 minutes avec de 1'actde trifluoroacetique pour deproteger le 
groupe N- terminal de la cbaTne peptidique deja formee. 

40 d) On lave ensuite deux fois pendant environ 3 minutes vec du chlorure de methylene pour eiiminer 

Kacide trifluoroacetique. 

e) Puis on lave deux fois pendant environ 3 minutes avec de l aJcool isopropylique pour eiiminer le 
chlorure de methylene. 

f) Puis on reimpregne le milieu en lavant 4 fois pendant 3 minutes avec du chlorure de methylene. 

45 g) On lave trois fois pendant environ 3 minutes avec de la dPiscpropylethylamine pour neutraliser la 

fonction amine, qui se trouvait safifiee sous forme de son sel avec Tacide trifluoroacetique. 

h) On lave quatre fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene pour chasser la 
diisopropylamine en exces. 
1) On ajoute I'acide amine a fixer sur la chaine peptidique deja formee, comme indique ci-dessous. 
50 j) On lave ensuite trois fois r^ndant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene. 

k) Puis on chasse le chlorure de methylene en lavant deux fois pendant environ 3 minutes avec de 
I* alcool isopropytique. 

I) On lave enfin trois fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure de methylene, pour remettre le 
milieu reactionnel dans son solvanL 
55 En ce qui concerne la fixation de chacun des acides amines a une chains peptidique deja formee. on a 
recours a un acide amine (en exces par rapport a la chaine peptidique deja formee, cet exces correspondant a 
environ trois fois la charge de la chaine peptidique) dont la fonction amine est protegee par le groupe 
t-butyloxycarbonyle et dont la fonction acide est actrvee par la dicyclohexytcarbodiimide. I'hydroxybenzotria- 
zole ensuite additionne afin de minimiser les reactions secondares (ARENDT A^ KOLODZIEJZKYK A.M. 
€0 (1978) Tetrahedron Lett 40. 3867), (MOJSOV S., MfTCHELL A. R. (1980) X Org. Chem. 45, 555). 

Apres chaque etape d T addition d'un acide amine, on determine la quanttte d'actde amine tibre qui n'a pas ete 
fixee sur la chaine peptidique. par le test a la ninhydrine (KAISER E., COLESCOTT R.L et al. (1976) Anal. 
Biochem. 34, 595). 

A la fin de la synthese. on elimine tpus les groupes protecteurs fixes sur le peptide porte par la resine. On 
65 detache te peptid de la resine a Taide decide fluorhydrique anhydre a raison de 10 ml d*HF anhydre par 
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gramme de resine, en presence de cresol (1 g par gramme de resine) a fa temperature d'environ 0°C pendant 
environ 60 minutes. 

Apres evaporation de I'acide fluorttydrique, le melange reactionnel est lave a Tether et le peptide est separe 
de la resine par extraction a Taide d'actde acetique a 5<Vb. Les extraits sont difues a I'eau et lyophBises. 

Le peptide brut obtenu est soluble dans I'eau. II est purifie par chromatographte sur une colonne du type de 
celle commercialisee sous le nom GF 05 (IBF) en utitisant comme phase mobile de I'acide acetique a 5 <Wh On 
mesure une absorption a 254 nm. Les difffcrentes fractions du pic principal sont examinees sur le plan d leur 
homogeneite et rassemblees, puis repurffiees par HPLC (abrevtation de ('expression anglaise "High Pressure 
Liquid Chromatography" ou "Chromatographic en Phase Uquide Haute Pression), chargees en le materiau 
connu sous la marque PARTISIL ODS2 (Whatman, magnum 9), au moyen d'un gradient de 0 a 70<M> 
d'acetonitrile en presence de 1 pour mille d'actde trifluoroacetique. Les fractions sont collectees et 
lyophilisees avec un rendement global de 25 

La composition en acides amines, apres hydroryse acide totale, confirme la structure du peptide. 

On mesure la purete par chromatographte liquide sous haute pression en phase inversee sur une colonne 
du type de celle commercialisee sous le nom u Bondapack C18 dans laquetle Peluant est un gradient que Ton 
fait passer en 20 minutes de la composition 0 °/o d'acetone - 100<Vbde tampon phosphate 0,0025 M, pH 2,5 a la 
composition 60 Wo d'acetone-40 tampon phosphate. 

EXEMPLE 2 : 

Synthese du peptide de formule RAPS 

La synthese est reatisee dans des conditions analogues a cetles decrites dans I'exemple 1. 
On obtient le peptide avec un rendement de 30 Ph. 

EXEMPLE 3 : 

De la meme fapon, on realise: les syntheses de KLNDRADSRRSL et des polypeptides suivants - 
SDFRAARFDS 
RADSAASDAR 
SDARAARADS. 

EXEMPLE 4 : 

De la memefacon, on realise les syntheses des polypeptides dont les sequences correspondent a celles 
des virus ou lymphocytes dont les designations abregees apparaissent a gauche de la fiste qui suit : 
HLA-DR20 VRFLDRYFYNGEESVRFDSDVGEFRAVTELGRPDA 
LAV-F SLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELPHEYF 
HRV-14-W1 SLVQLRKKLELFTYVRFDSEYTILATASQPDSANY 
T8 RLGDTFVLTLSDFRRENEGYYFCSAL 
T4 NQGSFLTKGPSKLNDRAFSRRSLWDQGNFPL 
EBV DGNKETFHERADSFHVRTNYKIV 

EXEMPLE 5 : 

Sequence contenue dans la glycorproteine d'enveloppe 

- de ARV2 : GVPVWWKE A77TLFCASDARAYDTEVHNVWAT 

- de lav ) 

HTLV III ) : GVPWWWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNWVAT 
LV ) 

EXEMPLE 6 : 

Les peptides suivants ont ete synthetases (et certains d'entre eux testes, comme decrit plus haut, dans des 
essais de mediation ceilulaire in vitro selon la technique de FISHER et al) : 

- Peptides de 4 acides amines 
"DR-4* : RFDS HLA classe II 

- Peptides de 7 acides amines 

: DRADSRK T 4 
*DR-7" : LRFDSDL DR 2 

- Peptides de 10 acides amines 
RFDS-A-A-RFDS 

SDFR- A- A-SDFR 
• Peptides de 12 acides amines 
"T4-12- : KLNDRADSRRSL 
"DR-12" : EEYDRFDSDVGE 

L efficacite des peptides selon llnvention. en tantquinhibiteurs de I'adhdsion du LAV a des lymphocytes T4, 
est illustree ci-apres pr les resultats qui ont ete obenus avec le peptide RFDS AA RFDS. 

La fixation du LAV a son recepteur membranaire a ete directem nt appreciee par Tanalyse de la fixation 
membranaire du virus LAV couple a la ftuorescerne (LAV FITC). En bref, 10* cellules sont incubees avec 6 
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microojrammes de LAV FJTC, lavees* puis examinees au microscope & ftuor scence. Par cette technique, on 
detecte habiluellement environ 10 <*to de cellules marquees dans une population d cellules T4 + purifiees- 
Pour evaluer la capacrte du peptide synthetique a bloquer cette fixation, des cellules T4 ont ete preincubees 
avec des concentrations variables du peptide, pendant 30 minutes a 4". Apres lavage de Pexces du peptide 
5 non fixe, un marquage classique par le LAV FITC. Par cette technique, on a pu observer que le peptide etudie 
inhibait completement la fixation du LAV FITC a son recepteur jusqua des concentrations aussi basses que 1 
microgramme par miltilitre. 

On decrit ci- apres des conditions pref erees dans lesquefles les interactions cetlutaires entre les monocytes, 
les lymphocytes T4 et les lymphocytes B peuvent etre influencees par les peptides selon (Invention. 

W 

1 - Preparation des cellules mononucleees du sang peripherique (CMP) 

Le sang veineux est coltecte a partir de votontaires sains sur liquemine (2500 U. 1/ml-Roche) et dilue dans 
une solution de Hank s 1 X (Biomerieux). Les cellules mononucleees sont ensuite isolees par centrifugation 
sur Ficolf-Hypaque (Pharmacia Uppsala. Suede), densite 1.077. lavees et resuspendues dans du milieu RPMI 
15 1640 (Gibco-BiocuK, Ecosse) supplements avec 1 ml de L-glutamine (Biomerieux), 10 °A> d'un pool de serum 
AB humain decomplemente (30 minutes a 56° C) et d'antibiotiques (100 U/ml peniciBine, 100 ug/ml 
Streptomycin©). 

2 - Enrichissement en lymphocytes T - Rosettes E (17) 

20 

2-1 Sensiblilisation des globules rouges de mouton 

Les globules rouges de mouton sont laves trois fois en milieu Hank's 1X. 20 ml de suspension de globules 
rouges a 2% sont sensibilises avec 1 ml de Neuraminidase 1 U/ml (test. Neuraminidase-Behring 
Werke-Allemagne) pendant 30 minutes a 37° C. Les globules rouges sensibilises sont laves trois fois en 
25 Hank's et reajustes a 2 o/o. 

2.2 Absorption du serum de veau foetal (SVF) 

Le serum de veau foetal (Gibco) est absorbe trois fois sur globules rouges de mouton (1 volume de culot 
globulaire pour 1 volume de serum de veau foetal) 
30 - deux fois 30 minutes a 37° C 
J - une fois 60 minutes a 4° C 

2.3 Formation des rosettes E 

Les lymphocytes sont mis a une concentration de 10 7 /rhl dans du RPMI 1640 sans serum. 2 ml de 
35 suspension de globules rouges sensibilises a la neuraminidase et 05 ml de SVF absorbe sont ajoutes a 1 ml 
de suspension lymphocytaire. 
Les tubes sont centrifuges a 200 g pendant 5 minutes places dans fa glace pendant 1 heure au minimum. 
Le culot est ensuite remis en suspension tres delicatement La population cellulaire formant rosettes (E+), 
tres enrichie en lymphocytes T est separee du reste des cellules (E-) par sedimentation sur gradient de Ficoll 
40 a4°C- 

Les globules rouges sont ensuite lyses par un choc hypotonique et les lymphocytes sont laves trois fois en 
Hank's. 

3 - Separation des populations T, B. monocytes 

45 Les monocytes sont obtenus apres adherence des cellules mononucleees (10 7 /ml) sur botte de Petri 
(Coming) pendant une heure a 37° C. Ces bortes de Petri ont ete preaJabfement incubees a 4°C avec du SVF 
decomplemente, durant la nutt. Apres avoir recupere les cellules non adherentes, les cellules adherentes sont 
detachees avec un barreau caoutchoute (rubber policeman) et par un pipettage vigoureux. Apres deux 
lavages, elles sont irradiees k 4000 rads (IBL 137, source Cs-137 F CEA). 

50 Les monocytes restants sont separes des cellules non adherentes par un traitement a la L-methylteucine 
ester (5.10 6 /ml, 5 mM final. Sigma) 40 minutes a temperature ambiante (18). La reaction est arreiee par 
addition de serum AB humain (10 °fo final et lavages a froid). 

Les lymphocytes T et B sont separes par la technique des rosettes E. Les cellules T etant capables de 
former des rosettes en presence de globules rouges de mouton sensibilises a la neuraminidase, apres une 

55 incubation d'une heure a 0° C. Les cellules formant rosettes (E + ) seront separees des cellules ne formant pas 
rosettes (E- ou B) par sedimentation sur gradient Bcoll-Hypaque. Les globules rouges de mouton sont lyses 
par choc hypotonique. 

4 -Obtentton de signees T. interleukine 2 dependantes, specifiques du virus influenza 

60 Les ttgnees specifiques du virus influenza Bangkok (A/Bangkok) sont obtenues a partir de cellules 
mononuclees de donneurs sensibilises (19). 

Les lymphocytes sont mis a la concentration de 10 6 /ml dans du milieu RPMI. contenant 10 <W> de serum AB 
humain (SAB) en presence du virus A/Bangkok a 5 iig/mL 10 ml sont repartis dans des flacons de culture 
(25cm 2 . Coming). 

65 Apres 7 jours de culture a 37" C en atmosphere humide contenant 5 Ota de C02. tes cellules mortes sont 
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efiminees par sedimentation sur gradient de FicolL Les blastes senstbilises par le virus sont recu illis et 
reajustes a (10+ 5 )/ml dans du milieu RPMI, 10<Vb. SAB contenant d I'fnterieukine 2 recombinant 
(BIOGEN-Suise) teste sur lignee CTLL2, et utilise au 1/16000 final en presence de rymphocytes autologues 
inadies a 4000 rads ou de lignees B autologues immortalisees par le virus d'Epstein-Barr, irradie s a 8000 rads 
(cellules de supplementation ou '"feeders"). Ces "feeders* autologues sont ajoutes tous les 7 jours a un 
rapport : 1 "cellule feeder" pour 1 cellule d lignee. Le milieu de culture est rempfacd par du milieu frais 
contenant 50 (Vo de sumageant riche en IL2. et de TIL 2 recombinant, les cellules etant reajustees a (10+ 5 )/ml 
tous les trots jours. 

5- Obtention des lignees B immortalisees par le virus d'Epstein-Barr (EBV) 

Des cellules mononucleees fraiches ou decongelees sont resuspendues a la concentration de 2.10 6 /ml 
dans du millieu RPMI contenant 20 °fo de serum de veau foetal decomplemente, en presence d'EBV, obtenue a 
partir de lignees hematopo»etrques B95-8 de marmosrt (N J.G.M.S. Copewood St. Camden), et de cyclosporine 
A a 1 ug/ml final, bloquant toute activation des rymphocytes T. 

La culture se fait a 37° C en atmosphere humide contenant 5 % de CO2. Le milieu est change tous les 5 
jours. 

6- Obtention des surnageants riches en IL 2 

Des lymphocytes sont f soles du sang de deux ou trois donneurs, apres Incubation du sang une nutt a 37° C. 
Ces rymphocytes sont ensuite regroupes, irradfes a 1000 rads et ajustes a 10 6 ml en RPM1 1640 supplements 
en L-glutamine (2 mM), antibiotiques, 20% de serum AB humain decomplemente et 2 iig/ml de 
phytohemagglutinine purifiee (DIFCO). 

Apres 48 heures de culture a 37° C en atmosphere humide contenant 5 % de CO2, le sumageant, riche en IL 
2, est recueilli, filtre (filtre de 0,45 \im de porosit§, Scblucber et Schell, Allernagne) et congele a -20° C jusqu'a 
Perrtploi. 

V\L 2 recombinant (BIOGEN, Geneve, Suisse) teste sur lignees CTLL 2. et ajoute aux surnageants 
precedents, est aussi utilise dans les tests de proliferation cetlulaire au 1/16000 final. 

7 - Test de proliferation cellulaire 

La proliferation tymphocytaire est tnduite soit par des mitogenes : 

- Phytohemagglutinine (PHA) 1/700e (DIFCO), soit par des antigenes apres sensibilisation dusujet (naturelfe 
ou par vaccination), 

- Candidine (Cd) 500 pg/ml (Institut Pasteur), 

- virus influenza A/Bangkok 2 ug/ml (Institut Pasteur). 

Les cellules sont incubees a 37° C en atmosphere humide contenant 5 % de CO2 pendant trois jours pour 
les proliferations induttes par la PHA, et de six jours pour les proliferations induites par les antigenes 
precedents. 

Seloale type de cellules utilisees : fraiches ou lignees, le test subira quetques modifications. 

- Pour les cellules fraiches, les rymphocytes sont mis a la concentration de 10 6 /ml dans du RPMI 1640 
contenant 10 % de serum AB humain decomplemente, supplements de L-glutamine et d'antibiotiques, 200 jil 
de la suspension cellulaire sont distribues dans des microplaques a fond rood, en triple (FLOW). 

- Pour les populations separees. les lymphocytes sont mis a la concentration de 10 s /ml, dans te milieu RPMI 
10 <Vo serum humain, et les monocytes trradies a 0,25. 10 6 /ml, 100 >it de chaque suspension cellulaire sont 
distribues dans des microplaques a fond rond, en triple. 

• Pour les lignees T specifiques du virus influenza 15.1 0 3 cellules de la lignee prealabfement lavees pour 
eliminer le TCGF, sont recombinees avec 3. 10 4 lymphocytes irradies a 4000 rads, dans des microplaques a 
fond rond. Pour les lignees, la culture est de 72 heures. 

Dans lous les cas, ('induction de la proliferation est realisee avec 1 a 2 ug/ml de virus influenza A/Bangkok. 
La proliferation cellulaire est mesuree a Vaide d\m compteur a scintillations liquides (Mtnaxl tri-carb 4000, 
Packard) par Hncorporation de thymidine tritiee (CEA), 1 uCt/puits, 8 heures avant la fin de la culture. 4 Ifgn6es 
que nous avons obtenues sont testees : PT3, HT4, PT2. FPT1, ainsi qu'un clone T auxiliaire (helper) disponible. 
obtenu par dilution limite : SB 12 (8). 

8 - Test pour la production d'anticorps anti-influenza 

Les preparations ceilulaires T. B, separees par fa technique. des rosettes E, el les monocytes irradies, sont 
resuspendus dans du milieu RPMI 1640 contenant 10°/o de serum de chevre decomplemente (Flow), 
recombtnes a raison de 10. 5 ryrnry>ocytes B. 5.10 4 monocytes, 2.10 5 lymphocytes T qui sont les 
concentrations optimales preatablement mises au point par le labor atoire (16). Le virus A/Bangkok est ajoute 
a la concentration finale de 2 ug. 

Les cellules sont incubees a 37' C en atmosphere humide contenant 5% CO2 durant 7 jours. Les plaques 
sont alors centrifugees et les 200 ut de sumageant sont rempiaces par 100 til de RPM1 1640 supplement^ en 
L-glutamine (1 mM). antibiotiques et 1 vol. de serum de veau foetal decomplemente. Apres 5 jours de culture 
supplementaires. les surnageants sont recoltes et stockes a -2 C. La determination des anticorps 
anti-influenza presents dans les surnageants de culture est realisee par la methode immuno-enzyrnatique 
(ELISA). 
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9 - Dosage des anticorps - technique EUSA (20) 

Fixation de I'anttgene 
5 50 ill de virus influenza {50 iig/rnl) 

1 heure a 37 C 

2 ravages PBS. 1 lavage PBS-BSA 3 Wo 
PBS : tampon phosphate saline 
BSA : albumine bovine 

10 

Saturation des sites de fixation 
50 ul de PBS-BSA 3 % 
t heure a 37 C 

2 lavages PBS - 1 iavage PBS-BSDA 3 <Vo 

15 

Fixation specifigue des anticorps a doser 
50 ul de sumageants a tester 

1 heure a 37°C 

2 lavages PBS - 1 lavage PBS-BSA 2 °A> 

20 

Fixation de fantiglobuline couplee a la phosphatase alcaline 
50 ul de GaHlgG-phosphatase alcaline 

1 heure a 3T C 

2 lavages PBS - 1 lavage P£S-BSA 2 % . 

25 3 lavages tampon bicarbonate pH 9,6, MgCfe 1,07 M 

Reaction enzyme substrat 

100 ul de p-nrtrophenyfphosphate disodique (1 mg/ml). Lecture de la densite optique a 405 nm sur un 
spectrbmetre MULT1SKAN TITERTEX (FLOW). 

30 

10 ^ Sequences peptidiques utilisees 

- Peptides de 4 acides amines 
, "DR-4" : RFDS HLA classe II 

- Peptides de 7 acides amines 
T*-7- : DRADSRK T 4 
"DR-7* : LRFDSDL DR 2 

40 -Peptides de 12 acides amines 
T4-12" : KLNDRADSRRSL 
"DR-12* : EEYDRFDSDVGE 

11 - Anticorps monoclonaux utilises 

45 OKT4A (IgG 2) Anticorps monoclonaux de la serie OKT 

OKT4D (IgG 1) (ortho-diagnostic) prepares chez la souris, revelant ies lymphocytes T dits inducteurs. 
IOT3 (lgG2a) Anticorps monoclonaux (Immuno Tech) 

IOM1 (lgG1) prepares chez la souris et reveles par une antiglobuline antMmmunoglobuBne de souris couplee a 
un fluorochrome (Nordic) 
50 IOT3 revelant f ensemble des lymphocytes T matures 
IOM1 revelant Ies monocytes 

L243 (lgG2a) Anticorps monoclonaux (Becton-Dickinson) 
CA206 (lgG2a) revelant Ies molecules HLA-DR 
L243 
55 206 

Leu 1 (lgG2a) Anticorps monoclonal revelant Ies populations T (CDS) (Becton-Dickinson). 
RESULTATS 

60 1 - Inhibition de la proliferation des lymphocytes T 
1-2 -Utilisation de cellules T fraiches 
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Rgure 1 

Cette figure est illustrative de la variation d (a densite optlque (f onction du taux de proliferation) en function 
de la concentration en peptide (en ug/ml) dans te milieu de culture dans I'essai qui suit. 

Au cours d'un test de proliferation cellulaire de 6 jours indutt par te virus influenza A/ Bangkok, on observe 
one inhibition significative par le peptide de 12 acides amines ou "DR-12" ($6<W>). Cette inhibition est 
dependante de la dose et reproductible ; etle varie dlndrvidu a individu entre 50 et 70°/o pour une 
concentration de 10 ug/ml de peptide, Elle est tres proche de Hnhibition produite par Tanticorps monoclonal 
OKT4 qui est de 86 <Mx Un autre peptide de 12 acides amines : "T4-12* a un effet inhibiteur modere variable 
(38«yo). 



PBL seuls 893 

PBL + PHA (1/700) 47.527 

PBL + PHA + OKT 4 -D (1 pg/ml) 44.083 

PBL + PHA + L243 (0, 1 ug/ml) 40. 119 

PBL + PHA + " DR-12" (5 pg/ml) 49.796 

PBL + PHA + *DR- 12* (10 pg/ml) 51.570 



2 - Inhibition de la proliferation des lymphocytes apres incubation specifique avec les peptides analogues 
Afin de preciser te mecanisme de ('inhibition induite par le peptide "DR-12\ des experiences 



10 



Figure 2 

Si on compare Peffet inhibiteur de trots types de peptides *DR* se differenciant par le nombre d'acides 
amines entourant la sequence RFDS ;"DR-12", *DR-7\ "DR-4", on note une correlation enlre la longueur des 
sequences peptidiques (1 sur Taxe des abscisses de la fig. 2) et rtntensite de ('inhibition (en ordonnees a la 
ng. 2). 15 

Ces effets sont aussi reproductibles, et peuvent etre retrouves dans d'autres systemes de proliferation tels 
le systeme tuberculine ou t6tanos (non represente). 

fl a ete verifie par comptage des cellules au bleu de trypan que cette inhibition par les peptides n'etait pas 
due a un effet cytotoxique. Aucune inhibition n'est par contre observee dans un systeme induit par des 
lectines comme la PHA : ' 20 

cpm 



25 



30 



35 



1-3 Utilisation de lignees T antigene specif ique 

Quatre lignees T auxiliaires (helper), specifiques du virus A/Bangkok ont ete testees avec les peptides de 12 
acides amines : "DR-12" et "T4-I2* utilises a 5 pg/ml final. Une inhibition tres significative de 60 % a 90 % est 40 
notee par les deux peptides. On trouve une correlation entre les effets du peptide "DR-12" et de I'anticorps 
OKT4-A. Cette correlation d'inhibition est retrouvee avec le clone T helper SB 12 (decrit par FISHER et al) : 
aucune inhibition n'est observee avec le peptide "DR-12*. nt avec Panticofps OKT4-A. Les resultats 
apparaissent au tableau 1 ci-apres. 
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Effet des peptides utilises sur des lianees T influenza 

specificmes 



10 



Peptides utilises a 5 pg/ml 
OKT4 A utilise a 1 pg/ml 



/5 



20 



25 



% d' inhibition sur la % d 1 inhibition sur la 
proliferation influenza production d'anti corps 



Lignees T 


"DR-12" 


0KT4 A 


•T4-12" 


"DR-12* 


0KT4 A 


"T4-12" 


PT3 


90 


85 


80 


/ 


/ 


/ 


MT4 


80 


85 


55 


/ 


/ 


/ 


PT2 


40 


75 


75 


/ 


/ 


/ 


FPT1 


60 


65 


70 


/ 


/ 


/ 


Clone SB 12 


0 


12 


0 


75 


90 


20 



30 



0 \ 8 inhibition : PT3:6000 cpm, MT4:6300, PT2:5000 

FPT1:4500, SB1 2:15200 



$5 



40 



45 



50 



55 



60 



Tableau 2 

Test de fonctionnalite et phenotype des populations 

s^parees 



CPM 



T + m*f + PHA 
T + mt + IL2 
T '+ mf + cd 

T + cd 

T seuls 
Monocytes seuls 



56.000 
55.000 
17.000 
2.246 
1.000 
184 



T 
cd 



lymphocytes T 

monocytes 

candidine 



dlncubatton des populations fymphoTdes purifie s avec fes peptides ou des anticorps monoclonaux 
65 spectftques des molecules T* et HLA-DR ont ete effectives. 
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II a d'abord ete verifie qu les drfferents traitements utilises pour separ r les populations lymphoides, en 
particufier la L-leucine methyl ester, n'aff cte pas la fonction des lymphocytes T at leur capacity a profrferer 
apres stimulation par un antigen ou un mitogens, II a aussi ete rnontre que la population T est suffisamment 
depourvue de monocytes pour eviter d'ev ntuelles interferences dans les incubations. Les resultats result ent 
du tableau 2. 

Sur le modeie des resultats obtenus anterieurement a Taide d'anticorps antl-T4 (ou T4-D k 1 ug/ml final), on 
a cherche a mettre eventueltement en evidence une synergie d inhibition entre peptides equivalents de DR et 
anticorps anti-T4 ainsi qu*entre peptides equivalents de T4 et anticorps anti-HLA-DR (20 a 10+ 3 » final). Les 
resultats apparaissent dans les tableaux 3 et 4. 

L 'experience 1 rnontre une synergie dinhibition entre les peptides "DR-12 VT4-12V "DR-12Vanticorps 
ahti-HLA-DR : 20 ainsi qu'entre les anticorps monocionaux OKT4D/2O6 et OKT4D/T4. 

Les memes synergies d'inhibitions sont retrouvees dans ('experience 2 entre "DR-12* et TV12" ainsi 
qu'entre TV12* et OKT4D. 

Dans cette experience 2. ainsi que dans I'experience 3. d'autres peptides de longueur dirferente ont ete 
testes : 

Tableau 3 

Inhibition de la prol iferatio n des lymphocyte s T apres 
incubations sp ecifiaues avec les peptides Equivalents de 

T4 cte Pfr 



Populations incabees Pourcentages d* inhibitions 



T 


Monocytes 


Experience 1 


Experience 2 


Peptides utilises 


0 % 9300 cpm 
100% 2000 cpm 


O V 
100\ 


7600 cpm 
500 cpm 


0 


206 


10 




/ 


DR-12 


0 


0 




0 


DR-12 


206 


57 




/ 


OKT4D 


0 


5 




15 


OKT4D 


206 


75 




/ 


0 


T4-12 


0 




12 


DR-12 


T4-12 


48 




55 


CKT4D 


T4-12 


58 




45 


'• DR-12 


DR-12 


60 




/ 


0 


DR-12 


20 




/ 


OKT4D 


DR-12 


60 




/ 


Peptides utilises 


a 1 ug/ml 


final 
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Tableau 4 

Inhibition de la proliferation des lymphocytes T apres 
incubations specificmes avec les peptides equivalents de 

T4 et de PR 



Populations incubees 



Pourcentages d ' inhibitions 





T 

- 


Monocytes 


Experience 2 


Experience 3 








0 % 


7600 


cpm 


0 % 


4000 cpm 


15 


Peptides 


utilises 
















100% 


500 




■ v V o 






DR-4 


0 




0 






0 


20 


DR-4 


T4-12 




0 






20 




DR-7 (0.1) 


o 




/ 






10 




DR-7 


o 




/ 






25 


25 


DR-7 (0,1) 


T4-12 




/ 






40 




DR-7 


T4-12 




/ 






65 




DR-12 


0 




0 






0 


30 


0 


T4-12 




12 






10 




DR-12 


T4-12 




55 






90 




RGDS 


0 




0 






/ 


35 


RGBS 


T4-12 




0 






/ 




Leu 1 


T4-12 




5 






/ 




Leu 1 


DR-12 




0 






/ 



peptides utilises a 1 ug/ml 
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"DR-7*, 'DR-4". De nouveau, aucune action inhibitrice de "DR-4* n'est observee et one action intermediaire 
entre "DR-4" et "DR-12* est notee pour le peptide "DR-7* quand il est utilise en synergie avec "T4-12". 

Le test avec (anticorps Leu 1 (a 1 pg/ml final) montre que les inhibitions ne sont pas dues a un effet nbn 
spectfique lie a une simple incubation. 

dependant il est a noter Tinhibition obervee lors de Hncubation des monocytes avec le peptide "DR-12* 
utilise synergie avec OKT4-D ou avec * DR-12". 

3 - Inhibition de la reponse anticorps 

Nous ayons teste si ces peptides *DR" pouvaient bloquer la fonction auxiRaire (helper) des lymphocytes T 
vis-a-vis des cellules B. Apres separation par rosettes E, les populations sont recombinees a raison de 2.10 s 
E+, 1.5/I0 5 E- en presence des differents peptides : "DR-12", "DR-4", leurs effets etant compares a celui de 
Tanticorps monoclonal OKT4-A. Ce test sera fait a trois concentrations finales : 0,1 ug/ml 1 ug/mt 10 
pg/ml - Figure 4. ' 

Les effets sont tout a fait comparables a ceux obtenus lors des tests de proliferation antigene spectfique. 
De meme. quand on compare les effets des peptides de differentes longueurs - Figures 5-6-7. Llnhibition la 
plus elevee a lieu avec le peptide "DR-12", puis avec le peptide "DR-7". Une faible. voire aucune inhibition, 
n'est observee avec le peptide "DR-4". 

4 -Inhibition de la reponse anticorps apres incubation specifiques avec les peptides analogues 

Le rneme type ^experiences a ete effectue dans le cas de la reponse anticorps in vitro en incubant les 
lymphocytes T avec Tanticorps OKT4-A (0,1 ug/ml ou 1 pg/ml final) ou avec le peptide "DR^t2* (1 pg/ml ou 5 
pg/ml final) ; les lymphocytes B sont incubes avec le peptide "T 4 -12" (1 pg/ml ou 5 pg/ml final ) - Figure 8. 
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. Paralielement aux tests d proliferation, on note une synergie ^inhibition ehtre "DR-12* et T4-12" et entr 
QKT4A et T 4 -12\ On note done une correlation entre "DR-12* et OKT4A. L'effet est la aussi dependant de la 
dose et reproductible. 

Les resultats des experiences d'inhrbition de la proliferation des lymphocytes T induite par le virus influenza 
et de ta production d'anticorps speciftques HLA-DR restreints vis-a-vis du meme virus, par differents peptides 
analogues de HLA et de T* peuvent se resurner ainsi : 

- Deux peptides respectivement de 12 et 7 acides amines analogues de DR et comprenant la sequence RFDS, 
inhibent, de facon significative et dependante de la concentration, la proliferation et Teffet helper T specif ique 
du virus influenza. 

- L'tnhibition obtenue est paraflele a celle consecutive A laddition d'anticorps anti-T4. II est en particutier 
interessant d observer que la proliferation specifique d un clone T (SB 12) HLA-DR restraint, n'est ni inhibee 
par les anticorps T4 ni par le peptide "DR-12", alors que Teffet helper pour ta production d'anticorps 
anti-influenza de ce clone est inhibe a la fois par les anticorps anti-T4 et le peptide "DR-12*. 

- II extste un etf et modere et variable dlnhibition de la proliferation T et de la reponse anticorps anti-influenza 
par le peptide de 12 acides amines analogue de T4 incluant la sequence RADS. 

- It semble exister une synergie dlnhibition de la proliferation T et de la production d'anticorps lorsque les 
lymphocytes T sont preincubes avec le peptide *DR-12* ou un anticorps anti-T4, et les monocytes ou les 
lymphocytes B avec le peptide "T4-I2* ou un anticorps antiHLA-DR. 

Plusieurs hypotheses peuvent expliquer Teffet inhibtteur des peptides *DR-12* et "DR-7" : 
* Ces peptides se fixent effectivement sur ta molecule T4 a la surface des lymphocytes f et inhibent de fait 
^interaction T4-classe II necessaire a Tactivation et indispensable tors de la cooperation T-B. 

En faveur de cette hypothese, on peut retenir la bonne correlation entre le degre d'inhibitfon et le caractere 
HLA-DR restreint de la reponse immune testee. 

Le fait que la proliferation specifique du clone SB n'est inhibee ni par le peptide "DR-12", ni par r anticorps 
anti-T4, alors qu'une inhibition est observe© dans la fonction helper par anti-T4 et le peptide "DR-12* indique 
egalement Texistence d un etroit parallelisme entre les deux inhibitions. 

Les reactions qui precedent permettent egalement ('etude de la capacite de substances determinees a 
exercer une action immunomodulatrice que ce soit au niveau des lymphocytes T4 ou de celui des molecules 
HLA et a detecter si Hnteraction, induite par un antigene determine, entre les differents types de cellules qui 
pnt etc etudjees, releve d'un type determine de molecules HLA, par exempfe HLA-DR. 

Par exemple dans le cas d'une molecule determinee, doht aurait ete constatee la capacite d'inhiber les 
interactions, causees par un antigene determine, entre monocytes et lymphocytes T, d'une part, les 
lymphocytes T et lymphocytes B, d'autre part, lorsque cette molecule determinee as §te uttlisee a une dose 
sufvante, il sera ensuite possible, notamment en la substrtuant a Tun ou I'autre des peptides compfementaires 
dans les essais du type de ceux decrits par FISHER qui ont ete decrits phis haut. de detecter si son mode 
d'action est ou non semblable a celui du peptide remplace. 

En vartante, tes peptides selon ('invention peuvent egalement permettre de detecter si les reactions 
immunitaires induttes par un antigene determine relevent d'une intervention ou non demolecules HLA de 
ctasse I) determinees, notamment de molecules HLA-DR, A cet etfet les tests qui ont ete decrits plus haul 
pourront etre mis en oeuvre, si ce n'est que le virus influenza sera remplace; dans les etapes ou celui-ci etait 
amene a intervenir, par cet antigene determine. Son mode d'action, mettant en jeu ou non les molecules 
HLA-DR. dependra de ('observation ou non d'une inhibition des cooperations cellulaires qui auront ete 
constatees. 

Comme il va de soi et comme il resulte d'aHleurs deja de ce qui precede, Hnvention ne se Itmtte nullement a 
ceux de ses modes duplication et de realisation qui ont ete plus specialement envisages ; elle en embrasse 
au contraire toutes les variantes. 

II est entendu que toute la litterature technique a laquelle renvoie la bibliographie incfuse dans cette 
demande. notamment celle qui suit doit etre consideree come faisant partie de la presente description, en ce 
qu elle serait necessaire a rillustration des points a partir desquels la presente invention a ete degagee. 
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Revendfcatfons 

1 - Peptide choisi parmi ceux qui sont represents par les f ormules generates : 
X RFDS Z 

X SDFR Z 

X SOAR Z 

X R ADS Z 

X — 7-r.S.DAK -Z 

dans lesquelles X est un atome d'hydrogene ou un groupe peptidique avec une extremite N-terminale et Z 
est un groupe OH ou un peptide ayant une extremite C-terminale, ces peptides X et Z ne contrevenant 
pas, Jorsqu'ils sont eux-memes constitues par des sequences peptidtques, a la necess'rte d'autoriser 
Texposition de la sequence tetrapeptidique interne. 

2 - Peptide selon la revendication 1. caracterise en ce qu'rt contient dans une rneme structure Tun des 
tetrapeptides sus-indiques et !e tetrapeptlde *miroir" correspondant* les deux tetrapeptides etant 
connectes entre eux par un groupe peptidique intermediaire distinct n'interferant pas avec la possibility 
deposition de chacun des deux tetrapeptides. 

3 - Peptide selon la revendication 2, caracterise par une chairie cdmprenant de 2 a 1 0 residus alanine. 

4 - Peptide selon la revendicalion 1, caracterise par les formules : 



X 



R 




D 


S 


F 


F 


0 


5 


R 




D 


S 



EL 



X • RE RFDS EL 



dans lesquelles chaque tiret V represente un residu d'aminoacide et X et Z ont les significations 
sus-indiquees. 

5 - Peptide choisi parmi : 

REVLEWRFDSRLAFHHVAREL REVLE WRFDS KLAFHHVAREL REVLE WRFDS KLAFHHMAREL 

6 * Peptide selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce que le nombre total 
d'acides amines qui) contient ne depasse pas 50. avantageusement est inferieur & 30. voire meme a 20. 

7 - Peptide selon la revendicatton 1 de f ormule : 
X JRFDSD Z (XII) 

dans laquelte X et Z ont les significations sus-indiquees et J est A. V ou U ces peptides comportant de 6 a 
20, voire 30 residus aminoacyle. 

8 - Peptide selon la revendication 7 caracterise en ce qu'il est choisi parmi : 
VRFDSD 

LRFDSDL 

9 - Peptide selon la revendication 1 de f ormule : 
X EEBJRFDSDVGE Z (XVI) 

dans laquelle : 

X et Y ont les significations sus-indiquees. 

B est choisi parmi Y, S, D, F ou N, plus particulierement Y ou D, et 

J est choisi parmi A, V. L et 
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avec F pouvant eventueHement §tre remplace par Y, ces peptides comprenant de 12 a 20, voire 30 residus 
aminoacyte. 

10 - Peptide selon la revendication 9, caracterise en ce qu v tt consist e en un dodecapeptide. 

11 - Peptide selon (a revendication 10, caracterise par la formula : 
EEBJRFDSVGE 

dans laquelle B a la signification sus-indiquee. 

12 - Peptide selon la revendication 10 dans tequel B est Y. 

13 - Peptide caracterise par la presence d'une sequence RADS, qui peut comporfer jusqu*a 20* voire 
30 groupes residus aminoacyle. et comportant de part et d'autre de la sequence RADS des sequences 
peptidtques n'interferant pas avec la capacite de la sequence RADS a etre reconnue par des molecules 
HLA humaines, plus particurferement HLA-DR. 

14 - Peptide chotsi parmi ; 
RFDSAASDFR 
SDFRAARFDS 
RADSAASDAR 
SDARAARADS. 

15 -Anticorps de preference monoclonaux, caracterises par leur capacite de reconnaissance 
specifique de Tun des peptides selon Tune quelconque des revendications 1 a 14. 

16 - Procede d'inhibition de Padhesion de virus LAV a des lymphocytes 14 comprenant la mise en 
contact spit des virus, soft des lymphocytes, avec un peptide conforms a t'une quelconque des 
revendications 1 a 15. 

17 - Procede pour detecter dans un fluide biologique, par exemple le serum d*un malade, des anticorps 
diriges contre la region du genome du virus LAV qui contient la sequence RFDS. qui comprend la mise en 
contact de ce Jluide biologique avec le virus dans des conditions propres a permettre la reaction 
immunologique sous-tendant la detection du virus. 

1 8 - Peptide choisi parmi Pun des suivants : 
VLEW 

RLAFHHVAR 
KLAFHHVAR 
RLAFHHMAR. 

19 - Anticorps monoclonaux specrfiquement diriges contre Tun des peptides de la revendication 1S1 
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